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RESUMO 

A saliva de artrópodes hematófagos contém biomoléculas envolvidas 

diretamente ou indiretamente no processo de hematofagia, entre as quais estão 

moléculas inibidoras do sistema complemento. A função mais óbvia para estes 

inibidores seria a proteção do intestino médio contra danos causados pelo 

complemento. Para investigar esta hipótese, ninfas de Triatoma brasiliensis foram 

forçadas a ingerir soro humano em condições nas quais os inibidores salivares eram 

incapazes de proteger o intestino. Nestas condições, o epitélio do intestino médio 

anterior foi marcado e danificado pelo complemento, causando morte celular. Uma 

vez que a saliva de Aedes aegypti não contém inibidores do complemento, foi 

formulada a hipótese da possível existência destes inibidores no intestino médio. 

Assim, a atividade inibitória foi investigada no intestino de A. aegypti, na saliva e no 

intestino de três espécies de triatomíneos (T. brasiliensis, T. infestans e Rhodnius 

prolixus) por meio de um método imunológico capaz de determinar o nível de 

deposição de alguns fatores do complemento (C1q, C3b, ou C4b) na superfície de 

moléculas ativadoras em microplacas. Esta metodologia permitiu identificar em quais 

pontos da cascata do complemento as moléculas presentes na saliva ou no 

conteúdo intestinal de triatomíneos podem inibir o complemento. Foi verificado que 

tanto a saliva quanto o conteúdo intestinal solúvel das espécies de triatomíneos 

estudadas não inibiram a deposição de C1q pela via clássica. O conteúdo intestinal 

solúvel das três espécies de triatomíneos foi capaz de inibir a deposição de C4b pela 

via clássica. Somente a saliva de T. brasiliensis foi capaz de inibir a deposição de 

C4b. Ambos, saliva e conteúdo intestinal das três espécies de triatomíneos puderam 

inibir a deposição de C3b nas vias clássica e alternativa. Nenhum dos materiais 

extraídos das membranas de células intestinais dos triatomíneos inibiu a deposição 

de C3b na via clássica. Como esperado, o conteúdo intestinal solúvel de A. aegypti 

foi capaz de inibir a deposição de C3b pelas vias clássica e alternativa. A existência 

de inibidores de complemento pode apresentar consequências biológicas 

importantes tanto para o sucesso na hematofagia dos insetos quanto para o seu 

papel na interação com seus parasitos. 



 

ABSTRACT 

Saliva of haematophagous arthropods contain biomolecules involved 

directly or indirectly with the haematophagy process, and among them are 

encountered some complement system inhibitors. The most obvious function for 

these inhibitors would be the protection of the midgut against injury by the 

complement. To investigate this hypothesis, Triatoma brasiliensis nymphs were 

forced to ingest human serum in conditions in which the protection of midgut by 

the inhibitors is bypassed. In these conditions, the anterior midgut epithelium was 

injured by the complement, causing cell death. Once some insects such as Aedes 

aegypti have no salivary inhibitors, we hypothesized the existence of intestinal 

inhibitors. The inhibitory activity was investigated in the intestine of A. aegypti as 

well as in the saliva and intestine of three triatomines species (T. brasiliensis, T. 

infestans and Rhodnius prolixus) by using an immunological method able to 

determine the level of deposition of some complement factors (C1q, C3b, or C4b) 

on the surface of complement activator molecules linked to microplates. This 

methodology alowed identification of points along the activation phase of the 

complement cascade were inhibited. As expected, the soluble content of A. 

aegypti`s intestine was capable of inhibiting C3b deposition by the classical and 

alternative pathways. Saliva or soluble intestinal contents, obtained from 

triatomines were unable to inhibit C1q deposition by the classical pathway. C4b 

deposition by the classical pathway was inhibited by the intestinal contents from 

the three triatomines species. On the other hand, only T. brasiliensis saliva 

inhibited C4b deposition. Both, saliva and intestinal contents from all triatomines 

were able to inhibit C3b deposition in the classical and alternative pathways. None 

of the material extracted from the intestinal cell membranes from the triatomines 

inhibited C3b deposition in the classical pathway. The existence of complement 

inhibitors might lead to important biological consequences for the success in the 

haematophagy of the insects as for their role in the interaction with their parasites. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Importância dos triatomíneos 

Os triatomíneos são insetos pertencentes à ordem Hemiptera, subordem 

Heteroptera, família Reduviidae, subfamília Triatominae, sendo reconhecidas 140 

espécies agrupadas em 19 gêneros (Schofield e Galvão, 2009).   

Estas espécies são paurometábolas, alimentando-se obrigatoriamente de 

sangue, durante toda a vida, desde os cinco estádios ninfais até a fase adulta. 

Além da espoliação sanguínea, os triatomíneos apresentam importância médica 

por serem os transmissores do Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença 

de Chagas nas Américas ou Tripanossomíase Americana (Chagas, 1909). Os 

triatomíneos também são responsáveis pela transmissão do protozoário 

Trypanosoma rangeli, considerado não-patogênico para diversos hospedeiros 

mamíferos, inclusive para os humanos (Coura et al., 1996; Guhl e Vallejo, 2003). 

A tripanossomíase americana está distribuída do México ao norte da Argentina 

e ao sul do Chile, atingindo um total de 21 países americanos (OPAS, 2006). 

Estima-se que 8 a 11 milhões de pessoas encontram-se infectadas 

(http://www.cdc.gov/chagas/epi.html). Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(2005), cerca de 28 milhões de pessoas moram em área de risco de contraírem a 

doença de Chagas no Brasil.  

O principal mecanismo de transmissão da doença de Chagas ocorre através 

dos vetores triatomíneos. A transmissão vetorial ocorre quando triatomíneos 

infectados, ao picar em um hospedeiro vertebrado, defecam formas infectantes do 

parasito, nas proximidades do local da picada. Estas, ao entrar em contato com 

uma mucosa ou lesão na pele, podem infectar o hospedeiro (Dias, 1987; Massad, 

2008).  

 Dentre as espécies de triatomíneos, o Triatoma infestans Neiva, 1911 

(Triatominae, Triatomini) é o vetor mais importante da Doença de Chagas em todo 
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o sudeste da América do Sul. Por ser uma espécie não autóctone do Brasil, o T. 

infestans era encontrado no peridomicílio e, principalmente, no interior de 

habitações, demonstrando preferência alimentar por sangue humano e de outros 

animais domésticos (Forattini et al., 1982). Esta espécie é originária da região dos 

Andes, em Cochabamba, na Bolívia. Acredita-se que, a partir desse foco 

originário, a espécie teria se dispersado, de forma passiva, por quase metade do 

continente sulamericano (Schofield e Dias, 1999; Pereira et al., 2006), chegando a 

ser encontrada na Argentina, Bolívia, Chile, Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil. 

Atualmente, populações de T. infestans estão sendo eliminadas das regiões onde 

a espécie não é autóctone em consequência de extensas campanhas de controle 

vetorial como a Iniciativa dos Países do Cone Sul (Schofield et al., 2006). 

Com a eliminação da transmissão da doença pelo T. infestans no Brasil, 

outras espécies, como Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida, Triatoma 

pseudomaculata e Panstrongylus megistus, até então consideradas de menor 

importância epidemiológica, mas com capacidade suficiente para a manutenção 

do ciclo da doença, passaram a apresentar um papel mais relevante por serem 

encontradas habitando áreas peridomiciliares que foram desocupadas pelo T. 

infestans (Dias et al., 2002).  

O Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 (Triatominae, Triatomini) é considerado 

também um vetor importante na transmissão da doença de Chagas no Brasil. 

Apresenta ampla distribuição geográfica, podendo ser encontrado nos nove 

estados do nordeste (Maranhão, Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, 

Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), além dos Estados de Minas Gerais e 

Tocantins (Silveira et al., 1984). Embora seja uma espécie tipicamente silvestre, 

apresenta grande capacidade para colonização do domicílio e do peridomicílio, 

onde pode se alimentar de animais domésticos e do homem.   

A espécie Rhodnius prolixus Stål, 1859 (Triatominae, Rhodniini) é uma 

importante vetora da Doença de Chagas na América Central, como El Salvador, 

Guatemala, Honduras, Nicarágua (Dias, 1952) e no Brasil, na região norte da 

Amazônia (Coura et al., 2002). Em países como Venezuela e Colômbia, R. 

prolixus apresenta caráter silvestre, habitando principalmente as copas de 
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palmeiras (Schofield, 1994) e em algumas áreas já pode ser encontrado bem 

estabelecido no intradomicílio (Lent e Wygodzinsky, 1979). Estudos populacionais 

mostraram que R. prolixus foi introduzido passivamente na América Central, onde 

é encontrado somente no interior dos domicílios (Schofield, 1994).  

 

1.2. Importância farmacológica da saliva de artrópodes hematófagos 

Para ingerir o sangue de maneira rápida e eficiente, os artrópodes 

hematófagos contam com a ajuda de sua saliva que possui inúmeras moléculas 

bioativas responsáveis por diversas atividades farmacológicas atuando no 

bloqueio ou na diminuição de diferentes reações do hospedeiro (Charlab et al., 

1999; bRibeiro, 1987; Ribeiro, 1995; Ribeiro e Francischetti, 2003; Ribeiro e 

Garcia, 1981; Soares et al., 2006).  

As principais atividades salivares já descritas estão relacionadas com a 

inibição de vários fatores da hemostasia do hospedeiro (Ribeiro e Francischetti, 

2003; Andrade et al., 2005). Atualmente, são conhecidos vários componentes 

farmacológicos presentes na saliva dos triatomíneos com capacidade de 

interferirem na hemostasia, tais como, anticoagulantes (Hellmann e Hawkins, 

1964; 1965; Ribeiro et al., 1995; Pereira et al., 1996; Araújo et al., 2006), 

vasodilatadores (Ribeiro et al., 1990; Ribeiro et al., 1993; Ribeiro e Nussenzveig, 

1993) e inibidores de agregação plaquetária induzida por colágeno (Ribeiro e 

Garcia, 1981; Noeske-Jungblut et al., 1994), por ADP (Ribeiro e Garcia, 1981; 

Smith, 1980; Sarkis et al., 1986; Charlab et al., 1999), por ácido aracdônico 

(Ribeiro e Sarkis, 1982) e por trombina (Noeske-jungblut et al., 1995; Francischetti 

et al., 2000).  

Além das atividades que interferem na hemostasia, há moléculas salivares 

biologicamente ativas capazes de atuar contra o sistema imune dos hospedeiros 

vertebrados, inibindo ou diminuindo as atividades do sistema imune inato e/ou 

adaptativo do hospedeiro (Kamhawi, 2000; Gillespie et al., 2000), em especial a 

atuação contra o sistema complemento (Cavalcante et al., 2003). Para os 

artrópodes hematófagos, uma modulação da resposta imunológica do hospedeiro 
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seria muito vantajosa, uma vez que possibilitaria sucessivos repastos sanguíneos 

em um mesmo hospedeiro (Schoeler e Wikel, 2001).   

 

1.3 O sistema complemento humano 

O sistema complemento é um componente muito importante da defesa 

imune. É composto por um conjunto de proteínas solúveis e proteínas expressas 

na superfície de membranas celulares. Responde prontamente a desafios por 

microrganismos, promovendo a sua opsonização e, ainda, promovendo a lise 

celular (Sim e Dodds, 1997). 

 A ativação do sistema complemento pode ocorrer por meio de três vias 

diferentes, as vias clássica, alternativa e da lectina, nas quais ocorrem clivagens 

proteolíticas sucessivas de alguns de seus componentes. Estas vias convergem 

para um caminho comum, formando o complexo de ataque à membrana (MAC) 

responsável pela lise celular (Sim e Dodds, 1997). Além de agir diretamente em 

microrganismos, o sistema complemento tem um papel importante no sistema 

imune adaptativo, contribuindo para o processamento e internalização de 

antígenos, tornando a resposta humoral muito mais eficiente (Barrigton et al., 

2001; Carroll, 2004; Villiers et al., 2008). A figura 1 mostra um esquema da 

cascata do sistema complemento. 

 

1.3.1 A via Clássica  

A via clássica é iniciada pela ligação do complexo C1, formado por C1q e 

pelas proteases C1r e C1s, aos anticorpos IgG ou IgM ligados à superfície de 

ativação, na presença de Ca+2. A atividade proteolítica de C1r é ativada 

automaticamente através da interação com C1q.  Posteriormente, C1s é ativada 

pela ação de C1r. Moléculas de C1s ativas agem em C4 e, posteriormente, em C2 

ativando-os. Uma vez clivado, o fragmento C4b é capaz de ligar-se 

covalentemente à superfície de ativação, onde se liga ao componente C2, que 
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após a sua clivagem, irá compor a C3 convertase (C4b-C2a) (Sim e Laich, 2000; 

Sim e Dodds, 1997). 

A C3 convertase da via clássica é responsável pela clivagem e ativação do 

componente C3 (na presença de Mg+2), um componente comum às vias clássica 

e alternativa. A serino protease C2a, no complexo C4b-C2a, atua no componente 

C3, produzindo moléculas de C3b que são capazes de ligar-se, covalentemente, à 

superfície de ativação próxima ao local de ativação, constituindo a C5 convertase 

(C4b-C2a-C3b). Neste complexo enzimático, o componente C5 liga-se ao C4b e 

ao C3b, onde pode ser ativado por C2a, iniciando-se a formação do complexo de 

ataque à membrana (MAC), descrito mais adiante.  

 

1.3.2 A via da Lectina  

A ativação da via da lectina ocorre através de múltiplas interações fracas 

da proteína MBL (lectina ligante à manose) com resíduos de oligossacarídeos 

neutros, compostos por manose, N-acetilglicosamina ou fucose, presentes nas 

paredes celulares de várias espécies de microrganismos (Kawasaki et al., 1983; 

Sim e Laich, 2000). A proteína MBL é semelhante ao componente C1q, e assim 

como na via clássica, a MBL ligada à superfície ativadora interage com proteases 

homólogas a C1r e C1s, chamadas MASPs (MASP-1, MASP-2 e MASP-3). Esta 

associação é seguida pela clivagem de C4 (Thiel et al., 1997) e C2 (Vorup-Jensen 

et al., 2000), pela MASP-2. A partir da ativação de C4b e C2a, essa via é 

semelhante à via clássica. Os componentes exclusivos da via da lectina (MBL e 

MASPs) são muito menos abundantes na circulação que C1q, C1r e C1s e seu 

papel quantitativo na ativação do sistema complemento é de difícil avaliação.  
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Figura 1: Esquema da fase de ativação do sistema complemento: A via clássica é iniciada pela ligação de C1q, C1r e C1s (complexo C1) à molécula de 

anticorpo (Ac) ligado à superfície de ativação. C1s, ativada por C1r, (Ativação proteolítica          ) atua especificamente em C2 e C4, ativando-os. A ativação da via 

da lectina ocorre a partir da interação de polímeros de oligossacarídeos neutros (manose) presentes na superfície de ativação com lectina ligante à manose 

(MBL). Em seguida, moléculas conhecidas como MASPs atuam sobre C2 e C4, ativando-os de forma semelhante ao C1r e C1s. Em ambas as vias, o fragmento 

C4b, proveniente da clivagem de C4, é capaz de ligar-se, covalentemente, à superfície de ativação criando um sítio de ligação para C2a. O complexo C4b-C2a 

atua em C3, produzindo moléculas de C3b, as quais são capazes de ligar-se, covalentemente, à superfície próxima ao lugar de ativação. O complexo C4b-C2a-

C3b atua em C5, gerando o complexo de ataque à membrana (MAC). Para a ativação da via alternativa, uma pequena fração de C3 presente no fluido 

extracelular passa por reações espontâneas com moléculas de H2O, gerando C3b-H2O. Estas moléculas podem interagir com o Fator B, gerando o complexo B-

C3-H2O. Após a clivagem do Fator B ligado no complexo, pelo Fator D, o complexo Bb-C3-H2O age sobre C3, de forma que o C3b gerado liga-se, 

covalentemente, à superfície de ativação, produzindo C3 convertase. O complexo C3b-Bb-C3b atua sobre o C5, gerando o MAC. 
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1.3.3 A via Alternativa  

Na via alternativa não há moléculas de reconhecimento definidas, como 

C1q e MBL. Para a ativação da via alternativa, uma fração pequena de C3 

presente nos fluidos extracelulares lentamente sofre reação espontânea com 

moléculas de H2O, gerando C3-H2O. Estas moléculas podem interagir com a 

proteína B, formando o complexo B-C3-H2O, em solução, que é um substrato para 

o fator D, uma serino protease plasmática. O complexo Bb-C3-H2O age em C3, 

clivando-o em fragmentos menores, C3b e C3a. Muitas das moléculas de C3b 

geradas combinarão com H2O ou outras moléculas, tornando-se inativas (Sim e 

Dodds, 1997).  

Por outro lado, se uma dessas moléculas de C3b gerada se encontrar 

próxima a uma bactéria, ela poderá ligar-se covalentemente na sua superfície, 

proporcionando um sítio adequado para a ligação do fator B. O complexo C3b-B 

é, então, ativado pela protease fator D, gerando a C3 convertase da via 

alternativa (C3b-Bb), uma protease dependente da presença de Mg+2 capaz de 

ativar eficientemente outras moléculas de C3 (Volanakis e Narayana, 1996). Com 

a adição de novo fragmento C3b ao complexo, ocorrerá à formação da C5 

convertase (C3b-Bb-C3b), que poderá dar início a formação do MAC (Sim e 

Dodds, 1997). 

 

 1.3.4 Complexo de Ataque à Membrana (MAC) 

 O complexo ataque à membrana é formado pelos componentes do 

complemento C5b-C9, os quais estão envolvidos na formação de poros na 

bicamada lipídica, podendo causar a lise celular. A montagem do MAC dá-se 

após a clivagem de C5, em C5a e C5b, realizada pela C5 convertase, na qual o 

fragmento C5b se liga. Uma vez ocorrida à ligação de C6 e C7, o complexo C5b-

C7 sofre uma mudança conformacional, que passa a apresentar regiões 

hidrofóbicas, desprendendo-se da convertase e ligando-se à membrana. A vida 

média de C5b-7 na fase fluida é muito curta e os complexos que não encontram 

uma membrana para se fixarem sofrem rápida hidrólise ou são inativados por 
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reguladores solúveis (Sim e Dodds, 1997; Hãnsch, 1988). O complexo C5b-C7 

fixado à membrana não causa, então, danos à célula, pois não está inserido 

profundamente na bicamada lipídica. Com a ligação de C8, formam-se pequenos 

poros através da membrana, desestabilizando-a. A lise osmótica só ocorre, 

efetivamente, após a ligação de vários monômeros de C9 ao complexo, os quais 

aumentam o diâmetro dos poros, levando ao rompimento celular. 

 

1.3.5 Anafilatoxinas 

 Pequenos fragmentos biologicamente ativos produzidos pelo sistema 

complemento, como C3a, C4a e C5a, que apresentam importante papel na 

defesa imune, mediando interações entre o sistema imune inato e o adaptativo. 

Eles estimulam a quimiotaxia de diferentes células de defesa, tais como, 

neutrófilos, eosinófilos e leucócitos e podem ativar os basófilos e mastócitos 

(Gorski et al., 1979; Baldwin et al., 1995; DiScipio e Schraufstatter, 2007).  

 

1.3.6 Proteínas reguladoras 

 Cada etapa do sistema complemento é controlada por proteínas 

reguladoras solúveis ou presentes na superfície de diferentes células do 

hospedeiro que impedem que estas sejam atacadas. Sem este controle, ocorreria 

um rápido consumo e uma amplificação desordenada dos componentes do 

complemento, podendo levar a lesão das células do próprio hospedeiro. 

   Na via clássica, o primeiro inibidor que pode ser solicitado para inibir o 

complexo C1 é o inibidor C1 (C1inh). Ele atua sobre o complexo C1, dissociando 

irreversivelmente os componentes C1r e C1s do componente C1q. Desta forma, o 

C1inh inibe a atividade proteolítica do complexo C1 sobre C2 e C4 (Agostoni, 

1989). 
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A maioria das proteínas reguladoras atua sobre as C3 e C5 convertases. 

Estas convertases podem ser controladas por proteínas reguladoras que se ligam 

às convertases, acelerando a dissociação de C2a ou Bb (Sim e Dodds, 1997).  

O Fator I é uma protease plasmática que na presença de cofatores 

específicos, inativa C3b e C4b presentes nas convertases. Há duas proteínas 

plasmáticas que atuam como cofatores: fator H e a proteína ligante ao C4b 

(C4bp). Quando os componentes C3b e C4b das convertases ligam-se ao Fator H 

e C4bp, respectivamente, o Fator I atua sobre esses componentes, inativando-os.  

Neste caso, os fatores H e C4bp somente se ligam às convertases que se formam 

indevidamente sobre a superfície de células do organismo. Eles reconhecem 

resíduos de ácido siálico presentes em todas as células do organismo quando 

estes estão na vizinhança das convertase. Existem também proteínas presentes 

na superfície de membranas que atuam como cofatores para a clivagem de C3b e 

C4b, que fazem parte das convertases, pelo Fator I: a proteína cofatora de 

membrana (MCP) e o receptor 1 do complemento (CR1). Além de atuar como 

cofator, o CR1 também atua no decaimento de C2a e Bb presentes nas 

convertases (Sim, Dodds, 1997; Sim e Laich, 2000; Sim e Tsiftsoglou, 2004). 

O fator acelerador de decaimento (DAF), uma proteína de membrana, atua 

somente no decaimento das convertases. Assim como CR1, este fator acelera a 

dissociação de C2a e Bb dos seus respectivos complexos (Sim e Dodds, 1997). 

Outro caminho onde as proteínas reguladoras poderiam atuar seria na 

formação do complexo ataque à membrana (MAC). Eventualmente, o MAC pode 

se inserir na superfície de células saudáveis do próprio organismo. Neste 

contexto, as proteínas reguladoras podem impedir a formação do MAC. Para 

exercer tal ação, existem as proteínas plasmáticas, vitronectina (proteína S) e 

Clusterina (SP-40,40) que se ligam ao C5-7, impedindo que estes se insiram na 

membrana (Hãnsch, 1988); e as proteínas de membrana, CD59 e o fator de 

restrição homóloga (HRF) que se ligam ao complexo C5b-8, impedindo a ligação 

de C9 à superfície da membrana, além de impedir a ligação de outros 

componentes C9 ao complexo (Morgan e Harris, 1999).  
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Entre as proteínas reguladoras do sistema complemento, podemos 

encontrar aquelas que atuam positivamente neste controle. É o caso da 

Properdina, uma proteína plasmática que atua somente na via alternativa. Ela se 

liga as C3 e C5 convertases, promovendo maior estabilidade destes complexos 

(Sim e Dodds, 1997). 

1.4 O papel de inibidores do complemento presentes na saliva e no intestino 

de artrópodes hematófagos  

A capacidade da saliva de artrópodes hematófagos de interferir no sistema 

complemento foi descrita, primeiramente, em carrapatos do gênero Ixodes. A 

saliva destes artrópodes mostrou-se capaz de inibir a via alternativa do sistema 

complemento embora não pudesse interferir na via clássica (aRibeiro, 1987).  

Cavalcante et al. (2003) mostraram que a saliva de fêmeas de Triatoma 

brasiliensis, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus é capaz de inibir a via 

clássica do sistema complemento. Ainda neste trabalho, a saliva de outros 

artrópodes foi testada e observaram que a saliva de Lutzomyia longipalpis 

(Diptera: Psychodidae) é capaz de inibir o sistema complemento humano atuando 

tanto sobre a via clássica quanto sobre a via alternativa, enquanto que a saliva de 

L. migonei (Diptera: Psychodidae) é capaz de inibir apenas a via clássica. 

Curiosamente, a saliva de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) e Ctenocephalides 

felis (Siphonaptera: Pulicidae) não apresentou capacidade inibidora da via 

clássica do sistema complemento. 

A presença de atividade anti-complemento na saliva de artrópodes 

hematófagos, filogeneticamente distintos, sugere que os inibidores do sistema 

complemento podem ter um importante papel para estes organismos. Estes 

inibidores salivares poderiam estar envolvidos na proteção de células do trato 

digestivo contra o ataque do sistema complemento após o repasto sanguíneo. De 

acordo com esta hipótese, artrópodes hematófagos como, A. aegypti e C. felis, os 

quais não possuem inibidores salivares, poderiam inibir o complemento ao nível 

do trato digestivo, compensando, desta forma, a falta destes inibidores na saliva.  
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Além de atuar na proteção do tubo digestivo, os inibidores do sistema 

complemento presentes na saliva dos insetos hematófagos poderiam também 

atuar na redução das reações inflamatórias no local da picada, contribuindo desta 

forma para que a percepção do inseto pelo hospedeiro diminua.  

Neste contexto, a caracterização de moléculas inibidoras do complemento 

dos triatomíneos poderia acrescentar informações importantes para melhor 

compreensão da biologia de seus vetores e também da doença de Chagas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar a atividade inibidora do sistema complemento humano 

presente na saliva e no intestino dos triatomíneos: Triatoma brasiliensis, Triatoma 

infestans e Rhodnius prolixus, bem como investigar o papel fisiológico dessas 

moléculas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

  Avaliar o papel fisiológico da atividade inibidora do complemento no 

intestino dos triatomíneos; 

  Avaliar a influência do pH no funcionamento do sistema complemento 

humano no intestino médio anterior de T. brasiliensis; 

  Investigar se a saliva e o conteúdo intestinal solúvel de T. brasiliensis, T. 

infestans e R. prolixus inibem as vias clássica e alternativa do sistema 

complemento; 

  Determinar os pontos da cascata do sistema complemento afetados pelos 

inibidores presentes na saliva e no conteúdo intestinal solúvel de T. 

brasiliensis, T. infestans e R. prolixus; 

  Investigar se o homogenato de microvilosidades intestinais e membranas 

perimicrovilares de T. brasiliensis, T. infestans e R. prolixus  inibe a via 

clássica do sistema complemento humano; 
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  Investigar se a hemolinfa dos triatomíneos estudados apresenta inibidores 

do sistema complemento humano; 

  Conferir a existência de inibidores das vias clássica e alternativa do 

sistema complemento humano em outro modelo de inseto vetor (Aedes 

aegypti). 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Origem e manutenção dos insetos 

Foram utilizadas ninfas de 4º estádio de Triatoma brasiliensis, T. infestans e 

Rhodnius prolixus, com jejum de 10 a 20 dias após a muda, mantidas em colônias 

no Laboratório de Fisiologia de Insetos Hematófagos (LFIH) do Departamento de 

Parasitologia, ICB/ UFMG.  

Os triatomíneos foram criados em insetário climatizado, sob condições semi-

controladas (temperatura média de 28ºC; umidade relativa de 65%), em 

recipientes cilíndricos de acrílico, forrados com papel filtro e contendo uma tira de 

cartolina, dobrada em sanfona, para o aumento da superfície interna. Os potes 

eram tampados com tecido fino de algodão para permitir o repasto sanguíneo dos 

insetos que era realizado, a cada sete dias, em ratos e galinhas, alternadamente.  

Também foram utilizadas fêmeas de Aedes aegypti não alimentadas com 

sangue com idade superior a sete dias que eram mantidas de acordo com o 

protocolo Eiras e Jepson (1991), em colônia fechada, a 27°C e umidade relativa 

do ar em torno de 70%. 

 

3.2 Obtenção de extrato de glândula salivar de triatomíneos 

A saliva dos triatomíneos do gênero Triatoma é distribuída em três 

compartimentos conhecidos como D1, D2 e D3 (Baptist, 1941). Em experimentos-

piloto, foi observada a ausência de atividade anti-complemento no glóbulo D3 e 

por esta razão todos os experimentos realizados para avaliar a atividade inibidora 

do sistema complemento na saliva dos triatomíneos foram executados apenas 

com os glóbulos D1 e D2. Assim, quando nos referirmos a “um glóbulo salivar”, 

estamos nos referindo ao conjunto de “D1 e D2”. Em R. prolixus, a saliva é 

contida em um compartimento principal equivalente aos glóbulos D1 e D2 de 

Triatoma e um outro compartimento acessório menor, equivalente ao D3 (Baptist, 

1941), os quais foram utilizados nos ensaios anti-complemento (Fig. 2).  
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Doze glóbulos salivares de cada espécie foram dissecados em solução salina 

0,9%, com o auxílio de pinças especiais para dissecação de insetos, sob um 

microscópio estereoscópico. Após a dissecação, os glóbulos salivares foram 

lavados cuidadosamente para não serem rompidos, com o intuito de retirar 

possíveis contaminações com moléculas da hemolinfa dos triatomíneos. 

Posteriormente, aos mesmos foram adicionados 480µL de solução HMEBN 

(HEPES 5mM; MgCl2 7mM; EGTA 10mM; BSA 5mg/mL; NaCl 140mM, pH 7,4) 

para ensaio da via alternativa ou de solução HNCM (HEPES 4mM; NaCl 145mM; 

CaCl2 2mM; MgCl2 1mM,  pH 7,4) para ensaio da via clássica. Em seguida, as 

glândulas eram sonicadas por 5 segundos em um sonicador de banho (Branson® 

1510) e centrifugadas a 10000g por 3 minutos, à temperatura ambiente. Este 

material era mantido em banho de gelo durante todo o período precedente ao 

ensaio. Somente o sobrenadante era utilizado nos ensaios, numa diluição 

ajustada para o equivalente a 2, 1 e 0,5 glóbulos salivares. 
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Figura 2: Glândulas salivares de Triatoma infestans (A) e Rhodnius prolixus 

(B) (Baptist, 1941).  D1: glóbulo posterior da glândula principal; D2: glóbulo 

anterior da glândula principal; D3: glóbulo acessório; GP: glândula principal. 
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3.3 Obtenção do conteúdo intestinal dos insetos em estudo 

Seis intestinos médio-anterior (crop) de cada espécie eram dissecados de 

ninfas de 4° estádio de T. brasiliensis, T. infestans ou R. prolixus, em solução 

salina 0,9%, sob um microscópio estereoscópico, com auxílio de pinças e micro-

tesoura especiais para dissecação de insetos. Após a dissecação, os intestinos 

íntegros foram lavados, cuidadosamente, com solução salina 0,9% para retirar 

possíveis contaminações com a hemolinfa. Os intestinos eram rasgados e o 

conteúdo centrifugado a 10 000g por 3 minutos.  

Vinte intestinos médio-anterior de fêmeas de A. aegypti eram dissecados e, 

posteriormente, rasgados com auxílio de pinças e estiletes. Após sonicar por 10 

segundos, o material dissecado era centrifugado a 10 000g, por 3 minutos, à 

temperatura ambiente.  

Após a centrifugação do conteúdo intestinal dos insetos, os volumes obtidos 

eram ajustados para 480µL com solução HMEBN ou HNCM e mantidos em banho 

de gelo durante todo o período precendente aos ensaios. Quantidades ajustadas 

do conteúdo intestinal solúvel para o equivalente a 1, 0,5, 0,25 intestino médio 

anterior) eram utilizadas nos ensaios de atividade inibidora do complemento.  

 

3.4 Obtenção de soro humano 

         O soro humano foi obtido a partir de sangue de no mínimo 6 voluntários 

saudáveis. Após a coleta, o sangue foi deixado, à temperatura ambiente, por 4 

horas antes de ser centrifugado a 500g.  Após a remoção do soro de todos os 

voluntários, os mesmos foram misturados, aliquotados em volumes de 400µL e 

estocados a -80°C até o uso. 
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3.5 Obtenção do homogenato de membranas perimicrovilares e  

microvilosidades intestinais de triatomíneos (Abdul-Rauf e Ellar, 1999) 

Preparações contendo uma mistura de microvilosidades intestinais e 

membranas perimicrovilares foram obtidas a partir do intestino médio anterior de 

seis triatomíneos de cada espécie. Os intestinos eram dissecados conforme 

descrito anteriormente e o conteúdo intestinal era lavado totalmente com salina 

0,9%. Posteriormente, os intestinos eram então transferidos para 600µL de 

solução MET gelada (Manitol 300mM, EGTA 5mM e Tris/HCl 17mM, pH 7,5) em 

um tubo de microcentrífuga e, manualmente, homogeneizados com o auxílio de 

um micro-homogeneizador de vidro abrasivo, durante 5 minutos. A esta 

preparação eram misturados 100µL de MgCl2 24mM gelado. Após 20 minutos em 

banho de gelo, o material era centrifugado, a 2500g, por 15 minutos, a 4°C. O 

sobrenadante era coletado em um tubo a parte e o sedimento formado era 

novamente homogeneizado em 100µL de solução MET gelada e centrifugado nas 

mesmas condições. Após repetir este procedimento por uma terceira vez, os 

sobrenadantes eram reunidos e centrifugados a 25 000 g, por 30 minutos, a 4°C. 

O sedimento obtido era dissolvido em HNCM contendo o detergente desoxicolato 

de sódio a 0,025% e usado somente em ensaios de inibição da via clássica.  

 

3.6 Obtenção de hemolinfa de triatomíneos 

A hemolinfa obtida de pelo menos 3 ninfas de 4° estádio, de cada uma das três 

espécies, foi coletada a partir do seccionamento da coxa de uma das pernas. 

Doze microlitros de hemolinfa coletados com uma pipeta eram centrifugados a 

10000g, por 3 minutos, à temperatura ambiente, e os volumes ajustados para 

480µL com solução HMEBN ou HNCM. Quantidades adequadas (2 e 1µL de 

hemolinfa) eram utilizadas nos ensaios de atividade inibidora do complemento. O 

sobrenadante era mantido em banho de gelo durante todo o período anterior aos 

ensaios de atividade inibidora do complemento.  
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3.7  Estudo do papel fisiológico dos inibidores do complemento na proteção 

do trato digestivo  

O papel dos inibidores do complemento na proteção do tubo digestivo foi 

investigado em condições nas quais o inseto não podia contar com uma proteção 

plena dos inibidores e assim o epitélio era atacado. Nesses ensaios, a formação 

do MAC sobre a membrana das células epiteliais foi evidenciada por 

imunofluorescência. O estudo foi feito forçando ninfas de 4° estádio de T. 

brasiliensis a ingerirem soro humano com um aparato, desenvolvido por nós e 

mostrado na Figura 3.  

Um tubo de plástico de aproximadamente 0,5cm de comprimento e 

diâmetro interno de 0,58mm foi inserido na cabeça das ninfas (com a probóscida 

esticada e as antenas cortadas) e colado ao inseto com cola Super Bonder® a 

base de cianoacrilato. Anteriormente a conexão da agulha à seringa, o aparato foi 

preenchido com o material que o inseto deveria ingerir, evitando, desta forma, a 

formação de bolhas de ar. Com o uso deste aparato foi possível injetar 50μL de 

soro normal ou o mesmo volume de soro 2X concentrado ou de soro 2X 

concentrado inativado (30 minutos, a 56oC) no interior do trato digestivo.  

O soro foi concentrado em uma centrífuga evaporadora. Após a injeção de 

cada um dos materiais, o inseto foi deixado em repouso por 60 minutos e então 

dissecado para retirada do intestino médio anterior. O intestino médio anterior foi 

então delicadamente aberto com estilete, lavado 5 vezes em PBS e incubado por 

20 minutos com anticorpo de coelho anti-C5b-C9 humano (Calbiochem: 204903) 

(8,3mg/ml), diluído a 1:500 em HNB, pH 7,4. Terminada esta incubação, o 

intestino médio anterior era lavado 5 vezes em PBS e incubado com anticorpo de 

cabra anti-IgG de coelho conjugado com fluoresceína (Calbiochem: 401319) 

1:1000 em HNB (pH 7,4), por 20 minutos. Depois de nova sessão de lavagens, a 

deposição do MAC sobre a superfície interna do intestino foi examinada em um 

microscópio de epifluorescência (450-490 nm excitação/ 535 nm emissão). Como 

controle, alguns insetos foram submetidos às mesmas lavagens e ao mesmo 

tratamento com os anticorpos após terem tomado um repasto sangüíneo normal 
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em voluntários humanos. Uma vez que os insetos apresentam alguma 

fluorescência natural, o intestino médio anterior de algumas ninfas foi lavado em 

PBS e levado ao microscópio para servir de controle. 

Outro experimento para verificar o papel dos inibidores do complemento no 

intestino dos triatomíneos foi realizado utilizando o corante fluorescente iodeto de 

propídeo (IP) (Darzynkiewicz et al., 1995). O iodeto de propídeo foi utilizado para 

avaliar a morte de células epiteliais expostas ao complemento presente no soro 

humano duas vezes concentrado. Este corante penetra em células mortas e torna 

os seus núcleos fluorescentes. As ninfas foram obrigadas a ingerir 50μL de soro 

humano concentrado 2 vezes contendo 2,5μg/mL de IP (Fig. 3). Após 60 minutos 

de repouso, o intestino médio anterior foi dissecado e levado sem ser rompido ao 

microscópio de epifluorescência (510-560nm excitação/590nm emissão). A 

fluorescência foi comparada com insetos que ingeriram soro humano 2 vezes 

concentrado e inativado por 30 minutos, a 56°C. 

 

3.8  Avaliação da ingestão salivar durante o procedimento da alimentação 

forçada (Baginski et al., 1967) 

Para certificar-nos de que não houve ingestão considerável de saliva pelos 

insetos durante o procedimento de alimentação forçada e que os insetos 

contariam apenas com a proteção proveniente do intestino contra o sistema 

complemento, a atividade da apirase, uma enzima salivar que pode servir de 

marcador, foi medida no intestino médio anterior dos triatomíneos. Para tal, foram 

testados três grupos de ninfas de 4° estádio: o primeiro grupo foi formado por 

ninfas após a alimentação forçada com salina 0,9%; o segundo, por ninfas após a 

alimentação natural em alimentador artificial contendo salina 0,9% e o terceiro 

grupo foi formado por ninfas de 4° estádio não alimentadas. Após os tratamentos, 

o conteúdo intestinal solúvel proveniente do intestino médio anterior foi transferido 

para tubo de microcentrífuga, em banho de gelo, contendo 30µL de uma solução 

tampão HEPES 20mM/NaCl 100mM, pH 7,4. Posteriormente, os tubos foram 

centrifugados a 12 000g, por 3 minutos e o sobrenadante obtido foi transferido 
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para novo tubo. Para o ensaio da apirase, um volume correspondendo a 1/12 da 

amostra foi misturado a uma solução tampão HEPES 20mM/NaCl 100mM (pH 

7,4) até um volume final de 20µL. A esta mistura de 20µL, foram adicionados 

80µL de HEPES 20mM/NaCl 100mM (pH 7,4) contendo ATP 4mM e CaCl2 5mM e 

o tubo foi imediatamente incubado a 37°C por 25 minutos. Após incubação, o 

fosfato inorgânico liberado do ATP foi imediatamente medido usando um Kit 

comercial (Labtest Diagnóstica, Brasil). O fosfato encontrado em ninfas não 

alimentadas foi subtraído da medida obtida em ninfas alimentadas de maneira 

natural ou forçada. A atividade da apirase foi expressa em nanogramas de fosfato 

inorgânico liberados por minuto. 
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Figura 3: Aparato usado para alimentação forçada em ninfas de 4° estádio 

de T. brasiliensis:  

Um tubo de plástico foi inserido na cabeça das ninfas (com a probóscida 

esticada e as antenas cortadas) e colado ao inseto com cola Super Bonder® a 

base de cianoacrilato para evitar o vazamento do material a ser ingerido. A) 

aparato acoplado à ninfa antes da ingestão forçada ser executada; B) aparato 

acoplado à ninfa após ingestão forçada de 50µL de soro humano. 
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3.9 Determinação do pH do intestino médio anterior de T. brasiliensis  

O pH do intestino médio-anterior de T. brasiliensis foi determinado com o 

uso de microeletrodos sensíveis ao íon H+, de acordo com a metodologia utilizada 

por Santos et al. (2008), descrita resumidamente a seguir.  

A partir de capilares de vidro estirados através de uma microforja, foram 

construídas micropipetas suficientemente finas para serem introduzidas no 

intestino médio anterior de triatomíneos. Estas micropipetas foram utilizadas para 

a confecção de dois tipos de microeletrodos: um microeletrodo de referência e um 

microeletrodo condutor de íons H+.  

As micropipetas utilizadas como microeletrodo de referência receberam na 

ponta 0,5µL de solução de agarose 0,2% em KCl 3M. Após a gelificação da 

agarose, estas micropipetas foram preenchidas com KCl 3M. As micropipetas 

utilizadas como microeletrodo condutores de íons H+ receberam na ponta de 1 a 

2µL de uma mistura contendo 3µL de ionóforo para H+ coquetel A (Fluka®) com 

7µL de uma solução de cloreto de polivinil (PVC) 0,075% dissolvido em 

tetrahidrofurano. Em seguida, este microeletrodo condutor de íon H+ era inserido 

em um dessecador a vácuo, durante sete dias, para que o solvente 

tetrahidrofurano evaporasse. Após a evaporação do solvente, o PVC formava 

uma camada porosa e resistente o suficiente para manter o ionóforo na ponta da 

micropipeta. Momentos anteriores ao ensaio, essas micropipetas eram 

preenchidas com tampão MES/TRIS base 0,1M e KCl 0,1M ajustado em pH 4,3. 

Ambos os microeletrodos foram conectados por meio de fios de prata cloretada 

(Ag-AgCl) a um aparelho que mede diferença de potencial (voltagem). Em 

seguida, os microeletrodos eram calibrados nos pHs 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5, utilizando 

soluções-tampão que funcionavam como padrões de pH conhecidos (fosfato de 

potássio monobásico/NaOH pH 7,0 e 7,5; TRIS base/HCl pH 8,0 e 8,5). Com os 

dados obtidos, foi construída uma curva de calibração, interpolando o pH da 

solução padrão com a diferença de potencial alcançada em cada caso, através de 

regressão linear.  
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Para medir o pH do intestino médio anterior, ninfas de 4º estádio de T. 

brasiliensis foram alimentadas previamente em camundongos anestesiados, 

intraperitonealmente, com uma mistura de Ketamina (Cristalia® - Brasil) e Xilazina 

(Bayer®- Brasil), 150mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente, diluídos em solução 

salina 0,9%. A medição foi realizada em seis ninfas recém alimentadas (até duas 

horas após repasto sanguíneo) e em três ninfas, 24 horas após o repasto. Após o 

repasto sanguíneo, cada ninfa foi imobilizada em uma fita adesiva de dupla face 

fixada num suporte. Sob microscópio estereoscópico, foi introduzido um par de 

eletrodos (de referência e sensíveis ao íon H+) na cutícula abdominal de cada 

ninfa, com o auxílio de micromanipuladores até que elas alcançassem o intestino 

médio anterior cheio de sangue. As leituras foram anotadas manualmente e os 

valores medidos em milivolts foram transformados em unidades de pH, através 

das respectivas curvas de calibração.  

  

3.10 Estudo da influência do pH no funcionamento do sistema complemento 

humano 

O sistema complemento humano funciona normalmente no pH 7,4, o pH 

normal dos fluidos corporais. Em algumas espécies hematófagas, o pH do sangue 

ingerido sofre modificações. Por exemplo, o pH do sangue ingerido por mosquitos 

(del Pilar Corena et al., 2005) e por flebotomíneos sofre alcalinização. No caso 

dos flebotomíneos o pH chega a subir para pH 8,15 (Santos et al., 2008). O pH do 

sangue armazenado no intestino médio anterior de triatomíneos era desconhecido 

até o momento da execução deste trabalho. Assim, foi necessário medi-lo como 

está explicado no item anterior. Levando em conta que o pH do sangue ingerido 

pudesse ser diferente de pH7,4 nos triatomíneos, tornou-se necessário saber se 

neste novo pH o sistema permanecia funcional. É importante ressaltar que a 

inibição do sistema complemento só seria necessária se ele fosse funcional no 

novo pH. Desta forma, a eficiência do sistema complemento em diferentes pHs foi 

comparada com a eficiência observada no pH normal (pH 7,4). Esses ensaios 

foram feitos nos pHs de 6,0 a 8,5 em intervalos de 0,5 unidade de pH. 
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Para fazer este estudo, as técnicas aqui descritas para os ensaios das vias 

alternativa e clássica foram ligeiramente modificadas. Os soros foram misturados 

em tubos de microcentrífuga com tampões HMEBN ou HNCM com os valores 

ajustados conforme o pH a ser ensaiado (pHs 6,0 a 8,5). Nestes experimentos 

não se acrescentava os inibidores e o funcionamento do sistema complemento foi 

acompanhado pela medida da deposição de C3b. As leituras obtidas nos ensaios 

em diferentes pHs foram comparadas com as obtidas no pH 7,4.  

 

3.11 Ensaio da atividade inibidora da via alternativa do sistema 

complemento humano (modificado de aRibeiro et al., 1987) 

Os poços de uma microplaca de ELISA (COSTAR® código 9017) foram 

recobertos com agarose (Promega) a 0,1% dissolvida a quente, em água 

destilada (100µL/poço) e secados a 37°C por 12 horas. Dez microlitros de soro 

humano normal foram pré-misturados dentro de tubos de microcentrífuga, 

imediatamente antes dos ensaios com quantias ajustadas das amostras contendo 

os inibidores (extrato de glândula salivar, conteúdo intestinal ou hemolinfa). O 

volume final foi ajustado para 100µL com HMEBN. Os controles foram preparados 

em tubos de microcentrífuga, separadamente, contendo apenas o soro humano e 

a solução de HMEBN. Cada um destes tratamentos foi executado em triplicata. 

Os 100µL de cada preparação foram então transferidos para os poços da 

microplaca contendo agarose e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos, sob 

agitação (aproximadamente 80 rpm). Sob estas condições, a via alternativa é 

ativada e o componente C3b liga-se, covalentemente, à surperfície da agarose 

em um nível variado, dependendo da ausência ou presença de qualquer inibidor. 

Após a incubação, a microplaca era lavada para a retirada dos componentes do 

complemento não aderidos. As lavagens foram executadas 3 vezes, durante 3 

minutos, com 200µL de HMEBN, sob agitação (aproximadamente 80 rpm). A 

detecção de C3b foi realizada com 50µL de anticorpos de coelho anti-C3b 

humano (Sigma: C-025) 12,6µg/µL, diluídos a 1:1000 em HNB (HEPES/NaOH 

10mM; NaCl 140mM; BSA 1mg/mL, pH 7,4). A incubação com o anticorpo foi 

realizada à temperatura ambiente, por 30 minutos, sob agitação. Os anticorpos 
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não aderidos foram lavados com HMEBN como descrito acima. Para detectar os 

anticorpos de coelho anti-C3b humano, cada poço era subsequentemente 

incubado com 50µL de anticorpo de camundongo anti-anticorpo de coelho 

conjugado com peroxidase (Sigma: A2074) diluídos a 1:1500 em HNB, durante 30 

minutos, sob agitação. Após nova lavagem, os poços eram rapidamente 

preenchidos com 200µL do substrato OPD-H2O2 (1 mg/mL O-Phenylene-Diamine 

[Sigma: P-9029]) dissolvido em tampão citrato de sódio/HCl a 50mM, contendo 

H2O2 a 0,075%, no pH 5,5). As leituras foram executadas a 450nm em um leitor 

de microplaca (Bio-Rad Benchmark, software Microplate Gerente 5.2, 2002) a 

cada 30 segundos, durante 5 minutos (modo cinético), à temperatura ambiente. A 

velocidade máxima (isto é, a taxa de aumento de absorbância) foi calculada a 

partir dos dados brutos, pelo software Microplate Gerente 5.2 (2002), e os dados 

gerados foram utilizados para cálculos estatísticos, através dos testes ANOVA e 

T-student (software GraphPad Instat 3.0). Após a análise estatística, os dados 

foram transformados em porcentagem para melhor visualização.  

 

3.12 Ensaio da atividade inibidora da via clássica do sistema complemento   

 humano (modificado de Petersen et al., 2001) 

Uma microplaca de ELISA (COSTAR® código 9017) foi sensibilizada durante 

12 horas, à temperatura ambiente, dentro de uma câmara úmida, com 2µg de IgG 

humano purificado em 50µL de tampão carbonato/bicarbonato de sódio (Na2CO3 

15mM, NaHCO3 35mM, pH 9,6).  

Os poços sensibilizados foram bloqueados com 200µL de solução de LTN 

(0.1% leite em pó sem gordura em tampão TRIS-base/HCl a 10mM e NaCl 

140mM, pH 7,4) durante 30 minutos, à temperatura ambiente, sob agitação. Os 

poços foram bloqueados, uma segunda vez, nas mesmas condições, com solução 

de LTNTC (0.1% leite em pó sem gordura em tampão TRIS-base/HCl 10mM, 

NaCl 140mM, CaCl2 5mM e 0,05% de Tween-20, pH 7,4).    

Um microlitro de soro humano normal foi pré-misturado dentro de tubos de 

microcentrífuga, imediatamente antes dos ensaios, a quantias ajustadas das 
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amostras que contêm os inibidores (extrato de glândula salivar, conteúdo 

intestinal, hemolinfa ou preparação de microvilosidades e membrana 

perimicrovilar intestinais). O volume final foi ajustado para 100µL com HNCM. O 

controle foi preparado em tubos, separadamente, contendo apenas soro e 

solução de HNCM. Cada um destes tratamentos foi realizado em triplicata. Cada 

100µL da preparação foi então transferido para os poços sensibilizados com IgG 

humano e incubados por 30 minutos, a 37°C, sob agitação. Após a incubação, 

cada poço foi lavado com 200µL de HNCM, como descrito acima.    

A detecção de C4b e de C3b foi realizada com anticorpos de coelho anti-C4b 

humano (5,9µg/µL) (SIGMA:C3402) ou anti-C3b humano (12,6µg/µL) 

respectivamente. A detecção do componente C1q foi executada com anticorpos 

de cabra anti-C1q humano (33µg/µL) (SIGMA:C3900). Os anticorpos anti-C4b e 

C3b foram diluídos a 1:1000 em solução NH1 (HEPES/NaOH 10mM, NaCl 

140mM, pH 7,4). O anticorpo anti-C1q foi diluído a 1:1000 em solução NH2 

(HEPES/NaOH 10mM, NaCl 860mM, pH 7,4). Cinquenta microlitros de cada 

anticorpo diluído foram transferidos para os respectivos poços e incubados por 30 

minutos, à temperatura ambiente, sob agitação. Os anticorpos não aderidos foram 

lavados com 200µL de HNCM, conforme decrito acima. Para a detecção dos 

anticorpos de coelho anti-C4b e anti-C3b, cada poço foi incubado por 30 minutos, 

à temperatura ambiente, sob agitação, com 50µL de anticorpos monoclonais de 

camundongo anti-anticorpo de coelho conjugado com peroxidase (SIGMA:A2074) 

diluídos a 1:1500 em solução HN1. Para a detecção do anticorpo anti-C1q foi 

realizado o mesmo procedimento, adicionando 50µL de anticorpos de coelho anti-

anticorpo de cabra conjugado com peroxidase (CALBIOCHEM: 401504) na 

mesma diluição. As leituras e posterior análise estatística foram realizadas 

conforme descrito no ensaio da via alternativa. 

 

3.12.1 Purificação de IgG total humano (Catty e Raykundalia, 1989) 

A purificação de IgG total humano foi obtida através da afinidade por 

Proteína A Sepharose. Para cada mL de uma mistura de soro humano obtido de 

voluntários foram misturados nove mL de tampão TRIS-base/HCl 1M, pH 8,0. A 
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esta mistura, foram adicionados 10mL de solução saturada de sulfato de amônio 

(aproximadamente 1mg/mL), gota a gota, sob agitação. Após todo o sulfato de 

amônio ter sido adicionado, a mistura foi mantida em agitação suave, por uma 

hora, à temperatura ambiente. Depois de centrifugar a preparação a 10 000g, por 

20 minutos, a 2°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com uma 

mistura de tampão TRIS base/HCl 1M (pH 8,0) e de sulfato de amônio saturado 

na mesma proporção usada anteriomente. Após nova centrifugação e descarte do 

sobrenadante, as proteínas precipitadas eram dissolvidas em 1mL de tampão 

fosfato de sódio 0,02M (pH 7,0). O material solubilizado foi cromatografado em 

SEPHADEX G25 equilibrado em tampão fosfato de sódio 0,02M (pH 7,0), para 

desalinização. Após esta etapa, as amostras selecionadas foram agrupadas e  

diluídas seis vezes com NaCl 1M para evitar a copurificação de C1q humano 

juntamente com os anticorpos (Burton et al., 1980; Petersen et al., 2001).  

Os anticorpos foram então cromatografados em Proteina A Sepharose, 

resina capaz de se ligar especificamente, a moleculas de IgG. Para tanto, a 

coluna de Proteina A Sepharose foi previamente equilibrada em tampão fosfato 

de sódio 0,02M (pH 7,0). Após a ligação dos anticorpos à resina e a lavagem das 

impurezas não ligadas, as moléculas de IgG foram eluídas com tampão ácido 

cítrico/NaOH 0,1M (pH 3,0) e coletadas em tubos de microcentrífuga contendo um 

volume de 140µL de TRIS base/HCl 1M (pH 9,0), até que o volume de cada tubo 

chegasse a um total de 500µL. Nesta condição, o pH da solução, contendo os 

anticorpos purificados, era corrigido para pH 7,4. 

Os anticorpos purificados foram concentrados por ultrafiltração em ultrafiltro 

(VIVASPIN 20 ultrafilter, Aldrich código Z614599-48EA) com limite de exclusão de  

5kDa por meio de centrifugação a 8000g, durante 2 horas, a 4°C. Após 

determinação espectrofotométrica da concentração da proteína (Groves et al., 

1968), o material foi aliquotado e guardado a -80°C.   
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3.13 Determinação da presença de inibidores de baixo peso molecular no 

conteúdo intestinal de T. infestans e T. brasiliensis 

Vinte e um intestinos de T. infestans e de T. brasiliensis foram dissecados 

conforme o protocolo no item 3.3. O volume do conteúdo intestinal obtido foi 

ajustado para 840µL com solução HMEBN ou HNCM. Esta mistura, então, foi 

filtrada em ultrafiltros, cujos limites de exclusão foram de 30 (SIGMA: M0536-

25EA), 10 (SIGMA: M0411-25EA) e 5kDa (SIGMA: M0286-25EA), em 

ultrafiltragens sequenciais. O material ultrafiltrado foi mantido no gelo todo período 

precedente aos ensaios das vias do sistema complemento.    
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Estudo do papel fisiológico dos inibidores do complemento na proteção 

do trato digestivo  

O papel dos inibidores do complemento na proteção do tubo digestivo foi 

observado em condições nas quais a atividade dos inibidores foi incompleta e, 

portanto, insuficiente para proteger o tubo digestivo da deposição do MAC. Nestes 

ensaios, a presença do MAC na membrana do epitélio intestinal foi evidenciada 

por imunofluorescência. Quando a alimentação forçada foi aplicada praticamente 

nenhuma saliva foi ingerida juntamente com o soro. Esta ausência da saliva no 

intestino das ninfas, durante a alimentação forçada, foi confirmada pelo uso da 

enzima salivar apirase como um marcador salivar (Fig. 4). Desta forma, os insetos 

teriam apenas os inibidores intestinais para protegê-los contra o complemento.  

De acordo com a figura 5, a superfície do epitélio do intestino médio 

anterior de ninfas de T. brasiliensis foi ligeiramente marcada pelas proteínas do 

MAC quando os insetos foram obrigados a ingerir 50µL de soro humano normal 

(Fig. 5-C). Esta marcação aumentou consideravelmente quando eles foram 

obrigados a ingerir o mesmo volume de soro concentrado 2 vezes (Fig. 5-D). 

Nenhuma marcação foi observada quando os insetos ingeriram sangue através 

da picada em voluntários humanos (Fig. 5-A) ou quando os insetos foram 

obrigados a ingerir 50µL de soro humano inativado, concentrado duas vezes (Fig. 

5-E). Para fins comparativos, podemos observar a fluorescência natural no 

intestino destes insetos na Fig. 5-B. 

O corante fluorescente iodeto de propídeo foi usado para evidenciar a 

morte celular no epitélio intestinal que foi exposto ao complemento presente no 

soro humano 2 vezes concentrado. A deposição do MAC no epitélio causa a 

morte celular após uma hora de exposição. A Fig. 6-B mostra um grupo de células 

mortas marcadas em vermelho pelo iodeto de propídeo e a ausência destas áreas 
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marcadas é observada nas ninfas que ingeriram soro humano inativado 2 vezes 

concentrado (Fig. 6-A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Atividade da apirase no conteúdo intestinal solúvel de ninfas de 4° 

estádio Rhodnius prolixus após alimentação em alimentador artificial e 

alimentação forçada: A atividade foi expressa como a liberação de fosfato 

inorgânico (Pi) em nanograma por minuto. O ensaio foi realizado com 1/12 do 

volume do conteúdo do intestino médio anterior (média + erro padrão). O 

experimento apresentou diferença estatística entre os grupos (Teste T-Student: 

p0,05). 

 



49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Proteção do intestino médio anterior de T. brasiliensis contra o 

ataque do sistema complemento: observação da deposição do MAC na 

parede intestinal  

As ilustrações acima mostram a deposição do MAC sobre a superfície interna do 

intestino médio anterior de ninfas de 4° estádio de T. brasiliensis examinada em 

um microscópio de epifluorescência (450-490 nm excitação/ 535 nm emissão). A- 

Deposição do MAC na parede do intestino médio anterior após repasto sanguíneo 

em voluntários humanos. B- Fluorescência natural observada na parede do 

intestino médio anterior. C- Deposição do MAC na parede do intestino médio 

anterior após alimentação forçada de 50µL de soro humano normal. D- Aumento 

na deposição de MAC na parede do intestino médio anterior após alimentação 

forçada de 50µL de soro humano normal 2X concentrado. E- Deposição do MAC 

na parede do intestino médio anterior após alimentação forçada de 50µL de soro 

humano normal inativado 2X concentrado (aumento de 100X).  
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Figura 6: Proteção do intestino médio anterior de T. brasiliensis contra o 

ataque do sistema complemento: observação da morte celular após 

deposição do MAC 

As ilustrações acima mostram a morte celular no intestino médio anterior de 

ninfas de 4° estádio de T. brasiliensis após a deposição do MAC em microscópio 

de epifluorescência (510-560 nm excitação/590 nm emissão). A- Ausência de 

células mortas após alimentação forçada de soro humano inativado 2x 

concentrado contendo IP. B- Presença de células mortas no epitélio intestinal 

após alimentação forçada de soro humano 2x concentrado contendo IP (Aumento 

de 100x).   
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4.2 Determinação do pH do intestino médio anterior de T. brasiliensis e o 

estudo da influência do pH no funcionamento do sistema complemento 

humano 

O pH (média + desvio padrão) medido no interior do intestino médio 

anterior de T. brasiliensis foi de 7,16  0,26 (n= 6) nas primeiras duas horas após 

o repasto sanguíneo e continuou praticamente o mesmo após 24 h 7,02  0,05 (n 

= 3). Para este estudo, assumimos que o pH no intestino médio anterior dos 

outros triatomíneos não é substancialmente diferente do observado em T. 

brasiliensis.       

De acordo com os resultados mostrados na Fig. 7-B, a porcentagem da 

deposição de C3b pela via clássica foi semelhante em todos os pHs testados, não 

apresentando diferença significativa em relação ao pH 7,4. Porém, a deposição 

de C3b pela via alternativa foi semelhante ao observado no pH 7,4 apenas nos 

pHs 7,0 e 7,5.  No pH 8,0 foi observada uma atividade equivalente a 41 + 3% em 

relação ao pH 7,4 (Fig. 7-A). Uma vez que as vias alternativa e clássica 

funcionaram igualmente bem entre os pHs 7,0 e 7,5, e que o pH do sangue 

ingerido é 7,09 (dentro da faixa entre 7,0 e 7,5), todos os ensaios de inibição 

foram feitos da maneira tradicional, isto é, no pH 7,4. 
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Figura 7: Porcentagem de atividade do sistema complemento em diferentes 

pHs: Interferência do pH na deposição de C3b pelas vias alternativa (A) e 

clássica (B). Os dados apresentados são a média das porcentagens de atividade 

do sistema complemento em relação à atividade no pH 7,4. Os dados marcados 

com (*) apresentaram diferença estatística em relação ao pH 7,4 (p0.05).  
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4.3 Atividade inibidora das vias alternativa e clássica do sistema 

complemento presente na saliva e no conteúdo intestinal dos triatomíneos 

 

Todas as três espécies de triatomíneos estudadas foram capazes de inibir 

tanto a via clássica quanto a via alternativa do sistema complemento humano. Os 

dados gerados com os diferentes ensaios de atividade do sistema complemento 

na presença de saliva e conteúdo intestinal estão sumarizados nas tabelas 1 e 2, 

onde podemos observar o efeito dos inibidores em diferentes pontos durante o 

processo de ativação das vias clássica e alternativa. Esses dados indicam que os 

inibidores encontrados são capazes de atuar interrompendo a cascata do 

complemento nos seus primeiros eventos, durante a etapa de ativação, onde a 

inibição seria mais efetiva por impedir a amplificação do processo.  

Nenhum dos materiais obtidos dos triatomíneos foi capaz de inibir a ligação 

do componente C1q às moléculas de IgG utilizadas para disparar a via clássica, 

indicando que a inibição dessa via ocorre numa etapa posterior a esse evento da 

cascata (Tab. 1 e 2). A deposição de C4b pela ativação da via clássica foi inibida 

pelo conteúdo intestinal das três espécies de triatomíneos (Tab. 2), porém 

somente a saliva de T. brasiliensis foi capaz de interromper a via clássica neste 

ponto (Tab. 1). Tanto a saliva quanto o conteúdo intestinal dos triatomíneos foram 

capazes de interromper a deposição de C3b pela via clássica (Tab. 1 e 2). A 

primeira etapa da ativação da via alternativa consiste na ativação de C3 por 

clivagem proteolítica, seguida pela deposição de C3b sob o substrato ativador. 

Esta etapa foi prontamente inibida pela saliva e pelo conteúdo intestinal das três 

espécies de triatomíneos estudadas (Tab. 1 e 2). 
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Tabela 1: Porcentagem de inibição do sistema complemento pela saliva de 

Triatoma brasiliensis, T. infestans e Rhodnius prolixus 

 

 

Espécie Número de 

glóbulos 

salivares por 

ensaio 

Inibição da 
deposição de 
C1q pela VC 

(n) 

 

Inibição da 
deposição 

de C4b pela 
VC (n) 

 

Inibição da 
deposição 

de C3b pela 
VC (n) 

 

Inibição da 
deposição de 
C3b pela VA 

(n) 

 

T. brasiliensis 2 5+24 (3) *46+6(5) *34+15 (4) *92+3 (3) 

 1 2+16 (3) 16+9 (5) 22+16 (4) *89+7 (3) 

 0,5 6+2 (3) 6+16 (4) 13+13 (4) *84+7 (3) 

T. infestans 2 0+25 (3) 11+21 (7) *56+5 (3) *88+9 (3) 

 1 11+3 (3) 13+16 (7) *43+12 (3) *80+15 (3) 

 0,5 15+11 (3) 9+9 (7) 32+13 (3) *74+18 (3) 

R. prolixus 2 0+4 (5) 3+7 (3) *33+23 (3) *59+23 (5) 

 1 0+1 (5) 2+6 (7) 28+25 (3) *62+24 (5) 

 0,5 0+2 (5) 0+8 (7) 25+31 (3) *57+34 (5) 

N: número de experimentos independentes realizado para cada tratamento. Os asteriscos 

indicam diferença estatística em relação ao controle (p<0,05). VA: via alternativa. VC: via 

clássica. 
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Tabela 2: Porcentagem de inibição do sistema complemento pelo conteúdo 

intestinal de Triatoma brasiliensis, T. infestans e Rhodnius prolixus 

 

 

Espécie Quantidade 

relativa de 

conteúdo 

intestinal por 

ensaio 

Inibição da 
deposição de 
C1q pela VC 

(n) 

 

Inibição da 
deposição 

de C4b pela 
VC (n) 

 

Inibição da 
deposição 

de C3b pela 
VC (n) 

 

Inibição da 
deposição de 
C3b pela VA 

(n) 

 

T. brasiliensis 1 17+18 (3) *51+9 (5) *77+9 (4) *80+4 (3) 

 0,5 3+16 (3) 27+23 (5) *60+18 (4) *71+5 (3) 

 0,25 8+14 (3) 13+37 (5) *49+17 (4) *46+8 (3) 

T. infestans 1 22+31 (3) *57+24 (4) *51+35 (4) *66+24 (3) 

 0,5 20+34 (3) 29+18 (4) *57+16 (4) *47+37 (3) 

 0,25 2+1 (3) 19+16 (4) *45+28 (4) *53+21 (3) 

R. prolixus 1 3+3 (4) *59+18 (3) *35+14 (3) *61+4 (3) 

 0,5 0+1 (4) 47+29 (3) 33+24 (3) *40+7 (3) 

 0,25 0+2 (4) 34+35 (3) 20+20 (3) *38+1 (3) 

N: número de experimentos independentes realizado para cada tratamento. Os asteriscos 

indicam diferença estatística em relação ao controle (p<0,05). VA: via alternativa. VC: via 

clássica. 
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4.4 Atividade do sistema complemento humano na presença de homogenato 

de membranas perimicrovilares e microvilosidades intestinais de 

triatomíneos 

De acordo com os resultados apresentados na figura 8, as membranas 

perimicrovilares e microvilosidades intestinais de ninfas de 4° estádio das três 

espécies estudadas não interferiram na deposição de C3b após o disparo da via 

clássica (p0,05, n=3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 08: Porcentagem da atividade do sistema complemento humano 

medida através da deposição de C3b após o disparo da via clássica na 

presença do homogenato de membranas perimicrovilares e 

microvilosidades intestinais de triatomíneos 

Interferência do homogenato de membranas perimicrovilares e microvilosidades 

intestinais (M) do intestino médio anterior de T. brasiliensis (Tb) T. infestans (Ti) e 

R. prolixus (Rp) na deposição do componente C3b após o disparo da via clássica. 

Os dados são porcentagens da média da atividade do sistema complemento (na 

presença ou ausência do homogenato) de no mínimo três experimentos 

independentes. Em todos os experimentos foi utilizado o conteúdo intestinal 

solúvel de T. brasiliensis como controle positivo de inibição.  Em nenhum caso, os 

experimentos apresentaram diferença estatística em relação ao controle (p0,05). 
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4.5 Determinação da presença de inibidores de baixo peso molecular no 

conteúdo intestinal de T. infestans e T. brasiliensis 

 O conteúdo intestinal de ninfas de 4° estádio de T. brasiliensis e T. 

infestans foi submetido a ultrafiltrações seriadas com ultrafiltros cujos limites de 

exclusão foi de 30, 10 e 5kDa. Foi realizada a medida da atividade do 

complemento na presença dos três materiais ultrafiltrados independentemente. 

Nos ensaios realizados com o material obtido das três ultrafiltrações, foi 

observada a presença de atividade inibidora do complemento no material 

ultrafiltrado sobre a deposição de C3b pela via clássica (T. brasiliensis: 24+12%; 

T. infestans 18+2%) e pela via alternativa (T. brasiliensis: 30+6%; T. infestans 

66+12%). Desta forma, fica confirmada a presença de molécula(s) inibidora(s) do 

sistema complemento presentes no conteúdo intestinal de ambas espécies com 

peso molecular menor ou igual a 5 kDa (Fig. 9). 

 

 

4.6 Atividade inibidora do complemento sobre a deposição de C3b presente 

na hemolinfa dos triatomíneos 

A possível existência de inibidores do sistema complemento na hemolinfa 

das três espécies de triatomíneos também foi investigada. A hemolinfa de 

nenhuma delas inibiu a deposição de C3b nas vias clássica e alternativa (Fig. 10).  
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Figura 9: Porcentagem da atividade do sistema complemento na presença 

do conteúdo intestinal (CI) de T. brasiliensis (Tb) e T. infestans (Ti) após 

ultrafiltração 

Os dados apresentados são a média das porcentagens da atividade do sistema 

complemento na presença do conteúdo intestinal, o equivalente a 2 intestinos  

(2CI) ultrafiltrados, cujo limite de exclusão é 5kDa.  A atividade do complemento 

foi avaliada através da deposição de C3b pela via clássica (barras pretas) e pela 

via alternativa (barras brancas). Os dados marcados com (*) apresentaram 

diferença estatística em relação ao controle (p0,05). 
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Figura 10: Porcentagem da atividade do sistema complemento na presença 

de hemolinfa dos triatomíneos 

Interferência da hemolinfa de ninfas de 4° estádio de T. infestans (Ti), T. 

brasiliensis (Tb) e R. prolixus (Rp) na deposição do componente C3b após o 

disparo das vias alternativa (A) e clássica (B). Os dados apresentados são a 

média das porcentagens da atividade do sistema complemento na presença de 

hemolinfa. Em todos os experimentos foi utilizado o conteúdo intestinal solúvel de 

T. brasiliensis como controle positivo de inibição. Em nenhum caso, os 

experimentos apresentaram diferença estatística em relação ao controle (p0,05). 
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4.7 Atividade inibidora das vias alternativa e clássica do sistema 

complemento presente no conteúdo intestinal de fêmeas de A. aegypti  

 

Além dos triatomíneos, o mosquito A. aegypti teve seu trato digestivo 

investigado a procura de algum inibidor do sistema complemento. Uma 

preparação contendo moléculas solúveis do intestino médio de duas fêmeas 

mostrou-se capaz de inibir significativamente a deposição de C3b pelas vias 

alternativa (52 + 11%, n=3, p<0,05) e clássica (24 + 5%, n=3, p<0,05) (Fig. 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Porcentagem de atividade do sistema complemento na presença 

de conteúdo intestinal de fêmeas de Aedes aegypti  

Interferência do conteúdo intestinal (CI), o equivalente a 2 intestinos, de fêmea A. 

aegypti na deposição de C3b após o disparo das vias alternativa (barra branca) e 

clássica (barra preta). Os dados apresentados são a média das porcentagens da 

atividade do sistema complemento na presença ou ausência de conteúdo 

intestinal de A. aegypti, de três experimentos independentes. Os dados marcados 

com (*) apresentaram diferença estatística em relação ao controle (p0,05).  
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5. DISCUSSÃO 

 A presença de inibidores do sistema complemento na saliva de diferentes 

artrópodes hematófagos (bRibeiro 1987; Cavalcante et al., 2003) sugere que eles 

devam ter um papel importante para o sucesso da hematofagia.  

No presente estudo também foi mostrada, pela primeira vez, a presença de 

inibidores do complemento também no lúmen intestinal dos triatomíneos e do 

mosquito A. aegypti. É muito provável que os inibidores do complemento atuem 

na proteção do trato intestinal dos insetos durante e logo após a hematofagia. 

Uma vez que o epitélio intestinal destes insetos é formado por uma única camada 

de células (Billingsley, 1990), o dano causado pela ativação do complemento 

poderia levar à ruptura do trato digestivo e morte do inseto. 

        Os hemípteros apresentam uma delicada membrana que envolve as 

microvilosidades do intestino médio chamada de membrana perimicrovilar que se 

estende para o compartimento luminal com um fundo cego (Terra et al., 1996). 

Embora a membrana perimicrovilar possa conferir algum nível de proteção ao 

tubo digestivo dos triatomíneos, esta proteção não se mostrou suficiente para 

prevenir o ataque do complemento contra o epitélio e, consequentemente, evitar a 

morte celular (Figs. 5 e 6).  

Diferentemente dos triatomíneos, o mosquito A. aegypti secreta uma matriz 

peritrófica (MP) no intestino posterior em torno do bolo sanguíneo ingerido. 

Segundo Devemport e Jacobs-Lorena (2005), a MP, em A. aegypti, é detectada 4-

8 horas após a ingestão sanguínea e torna-se madura após 12 horas após o 

repasto. Desta forma, o epitélio intestinal torna-se totalmente exposto aos 

componentes do complemento nas primeiras horas após o repasto, tornando 

imprescindível a ação dos inibidores.     

Já se sabe que durante a ingestão sanguínea em hospedeiros vivos, os 

triatomíneos (Soares et al., 2006) e outros insetos hematófagos, tais como 

Lutzomyia longipalpis (Cavalcante et al., 2006), ingerem regularmente a saliva 
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eliminada no local da picada juntamente com o sangue. Neste contexto, 

realizamos um procedimento de alimentação forçada usado para obrigar ninfas de 

4° estádio de T. brasiliensis a ingerirem soro humano de tal forma que nenhuma 

ou pouca quantidade de saliva fosse ingerida juntamente com o soro. Quando os 

insetos se alimentavam em seres humanos, sob condições normais, a ação 

combinada de inibidores salivares e intestinais foi suficiente para prevenir o 

ataque ao epitélio (Figura 5-A). Quando o inseto foi forçado a ingerir soro humano 

2x concentrado, a inibição promovida pelos componentes intestinais sozinhos não 

foi suficiente para prevenir o ataque do complemento ao intestino. Mesmo que 

parte da saliva tivesse sido ingerida juntamente com o soro, os inibidores ali 

presentes não apresentaram atividade inibidora suficiente para evitar a ação do 

MAC. O epitélio foi então marcado fortemente com anticorpos anti-C5-9 (anti-

MAC) (Figura 5-D) confirmando que, nesta circunstância, o sistema complemento 

é ativado e o MAC é formado no epitélio. Como esperado, a ingestão de soro 

concentrado provocou a morte de células epiteliais. Tal fato foi evidenciado com o 

aparecimento de regiões marcadas com iodeto de propídeo (Figura 6-B).   

A importância da inibição do sistema complemento para artrópodes 

hematófagos foi corroborada pela presença de inibidores no intestino de A. 

aegypti. De acordo com nossa hipótese, os artrópodes hematófagos que não têm 

inibidores salivares deveriam ter uma atividade inibidora no trato digestivo, como 

visto em A. aegypti. Realmente, o material obtido do conteúdo intestinal deste 

mosquito foi eficaz na inibição da deposição de C3b nas vias clássica e alternativa 

(Fig. 11).   

O sistema complemento normalmente opera no pH 7,4 que é o pH normal 

do sangue e fluidos extracelulares. Porém, em T. brasiliensis, e provavelmente 

em outro triatomíneos, o sangue ingerido e armazenado no lúmen do intestino 

médio anterior é ligeiramente acidificado de pH 7,4 a 7,16. Até onde sabemos, 

não há nenhuma informação sobre a operação do sistema complemento em pHs 

diferentes de 7,4. Se o complemento é realmente danoso para os insetos, a ponto 

de os “forçar” a produzir inibidores, então, o complemento deveria ser ativo nas 

condições do intestino médio anterior dos triatomíneos, em pHs em torno de 7,0 
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e, até mesmo, em ambientes alcalinos como no intestino médio anterior do 

flebotomíneo L. longipalpis, onde o sangue ingerido é alcalinizado a pH 8,15, 

imediatamente após a ingestão de sangue (Santos et al., 2008). O mesmo 

acontece com algumas espécies de mosquito (inclusive A. aegypti), onde o pH 

alcança valores igual ou maiores que 8,0 depois de um repasto sanguíneo (del 

Pilar et al., 2005). Os resultados obtidos aqui sobre o desempenho do sistema 

complemento em diferentes pHs mostram que as vias clássica e alternativa 

poderiam ser ativadas em pH 7,16, no interior do intestino médio de triatomíneos, 

e até mesmo no pH~8,0, dentro do intestino médio de flebotomíneos e mosquitos. 

É possível que, sob estas circunstâncias, a via alternativa seja ativada pelos 

carboidratos do glicocálice das células intestinais e que a via clássica seja ativada 

pela ligação não específica de anticorpos naturais a estes carboidratos ou outras 

moléculas intestinais. Além disso, a presença de carboidratos do glicocálice 

poderia ativar a via das lectinas (MBL).   

A figura 12 contém um esquema do processo de ativação do complemento 

pelas vias, clássica e alternativa, e mostra a formação de MAC pela ação de C3 

convertases. As C3 convertases também operam como C5 convertases. Para 

simplificar, a ativação da via das lectinas foi omitida. A via das lectinas não é 

ativada por nenhum dos protocolos usados para ensaios de inibição no presente 

trabalho. Por isso, os resultados obtidos não foram influenciados por esta via. As 

marcas vermelhas no esquema indicam os pontos mais prováveis onde os 

inibidores salivares e/ou intestinais podem estar agindo ao longo da cascata do 

complemento.   

A inibição do componente C4b da via clássica indica uma possível ação 

sobre C1r e/ou C1s, inibindo a sua ação proteolítica (C1r ativando C1s, ou C1s 

ativando C4) como ocorre com o inibidor C1-inh presente no soro normal (Bos et 

al., 2002). O bloqueio da deposição de C3b na via clássica poderia ser atribuído à 

ação dos inibidores em qualquer ponto mencionado antes ou na atividade 

proteolítica de C2a sobre C3. A presença de qualquer fator que apresse o 

decaimento de C2a no complexo de C4b-C2a-C3b também poderia levar ao 

mesmo resultado. Um inibidor capaz de apressar o decaimento de C2a seria 
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semelhante a C4bp, uma proteína encontrada solúvel no soro normal. C4bp 

acelera o decaimento de C2a no complexo C4b-C2a-C3b e age como cofator na 

clivagem de C4b pelo Fator I, outra proteína reguladora solúvel no plasma (Hardig 

et al., 1997).   

A inibição da deposição de C3b na via alternativa poderia ser explicada 

pela inibição direta do Fator D. O Fator D é uma protease solúvel, já ativa no 

sangue, que tem alta especificidade para ativar o Fator B, quando este se 

encontra associado ao componente C3b. O Fator B ativado (Bb) é outra protease 

capaz de ativar C3, hidrolisando-o a C3b e C3a. A Inibição de Bb poderia 

promover uma redução na deposição de C3b sobre a superfície ativadora. 

Qualquer molécula, presente na saliva ou no conteúdo intestinal de insetos, 

agindo em cima do complexo C3b-Bb-C3b e acelerando o decaimento de Bb 

também favoreceria a redução da deposição de C3b dentro da via alternativa.   

Todas as proteases do sistema complemento são serino proteases (Arlaud 

et al., 1998). É interessante notar que a saliva de T. brasiliensis tem várias 

proteínas semelhantes às serpinas (Santos et al., 2008), as quais agiriam como 

inibidores de proteases. 

Embora o material obtido das microvilosidades do intestino médio anterior 

não possa inibir a deposição de C3b pela via clássica, não podemos descartar a 

possível presença de um inibidor da formação de MAC que esteja inserido nas 

membranas do intestino médio, como observado em eritrócitos ou na superfície 

de outras células naturalmente exposta às proteínas do complemento (Arlaud et 

al., 1998).  

Além da proteção do trato digestivo executada pelos inibidores da saliva e 

do intestino, a atividade de inibição do complemento encontrada na saliva 

também poderia estar diretamente envolvida na modulação do sistema imune de 

hospedeiros vertebrados. Realmente, sabe-se que até mesmo antígenos solúveis, 

quando opsonizados por C3b, são de 10 a 100 vezes mais eficientes em indução 

de resposta humoral que quando não estão opsonizados (Colomb et al., 1996). 

De fato, Dempsey et al. (1996) mostraram que a eficiência de antígenos 
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opsonizados com C3b poderia aumentar até 10.000 vezes se o antígeno alvo for 

duplamente marcado por C3b. A opsonização de antígenos (até mesmo 

antígenos solúveis) com C3b age como um “adjuvante” e torna estas moléculas 

muito mais eficientemente apresentadas ao sistema imune, gerando uma 

resposta secundária mais durável e a produção de anticorpos com altas 

especificidade e afinidade (Barrigton et al., 2001; Colomb et al., 1996; Carrol 

1998).   

A presença de inibidores salivares capazes de agir na fase de ativação do 

sistema complemento reduziria consideravelmente a quantidade de antígenos 

opsonizados por C3b e, consequentemente, afetaria a apresentação destes 

antígenos ao sistema imune do hospedeiro. Em conseqüência, os hospedeiros 

seriam menos eficientes para executar uma resposta imune humoral contra as 

proteínas salivares, preservando suas atividades as quais são necessárias para 

uma hematofagia normal. Além da atividade inibidora do complemento, a saliva 

de insetos de hematófagos tem várias outras atividades que afetam o sistema 

imune (Gillespie et al., 2000; Wikel et al., 2001; Andrade et al., 2005; Titus et al., 

2006; Villiers et al., 1999). Todas essas atividades estão de acordo com a idéia 

apresentada acima sobre o papel de inibidores do sistema imune na preservação 

de atividades salivares essenciais. 

Por outro lado, os inibidores do complemento também podem ser 

importantes para a sobrevivência e o desenvolvimento biológico de patógenos, 

sensíveis ao complemento, em seus hospedeiros. Em Ixodes scapularis 

infectados, o complemento proveniente do repasto sanguíneo não suprime o 

crescimento de Borrelia burgdorferi no trato digestivo destes carrapatos 

(Rathinavelu et al., 2003). É possível que a atividade inibidora do complemento 

observada na saliva deste carrapato (aRibeiro et al., 1987) também seja 

encontrada no lúmen intestinal com o mesmo objetivo de proteção do trato 

digestivo. Desta forma, a espiroqueta B. burgdorferi se beneficiaria desta 

atividade para manter o seu ciclo em seu hospedeiro. 
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Figura 12: Esquema da fase de ativação do sistema complemento mostrando os pontos potencialmente alvos pelos inibidores salivares 

e intestinais dos triatomíneos: A via clássica é iniciada pela ligação de C1q, C1r e C1s (complexo C1) ao anticorpo (Ac) ligado à superfície de ativação. 

C1s (Ativação proteolítica        ) atua especificamente em C2 e C4, ativando-os. Uma vez clivado, o fragmento C4b é capaz de ligar-se, covalentemente, à 

superfície de ativação criando um sítio de ligação para C2a. O complexo C4b-C2a atua em C3, produzindo moléculas de C3b, os quais são capazes de 

ligar-se, covalentemente, à superfície próxima ao lugar de ativação. O complexo C4b-C2a-C3b atua em C5, gerando o complexo de ataque à membrana 

(MAC). Para a ativação da via alternativa, uma pequena fração de C3 presente no fluido extracelular passa por reações espontâneas com moléculas de 

H2O, gerando C3b-H2O. Estas moléculas podem interagir com o Fator B, gerando o complexo B-C3-H2O. Após a clivagem do Fator B ligado no 

complexo pelo Fator D, o complexo Bb-C3-H2O age sobre C3, de forma que o C3b gerado liga-se, covalentemente,  à superfície de ativação, produzindo 

uma C3 convertase. O complexo C3b-Bb-C3b atua sobre o C5, gerando o MAC. 
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Assim como em carrapatos, é possível que a presença de moléculas 

inibidoras na saliva e no intestino de triatomíneos poderia também beneficiar o 

desenvolvimento de T. cruzi. Formas tripomastigotas deste parasita, achadas 

na circulação sanguínea, são resistentes ao complemento. Depois de um 

repasto sanguíneo, estas formas diferenciam-se, no intestino médio anterior do 

vetor, para formas epimastigotas que são muito sensíveis ao ataque do 

complemento (Garcia et al., 1984). Considerando que a diferenciação para 

epimastigotas inicia-se algumas horas após a ingestão dos parasitas (Garcia et 

al., 1991), é razoável a hipótese de que eles dependem dos inibidores de 

complemento para sobreviver dentro do vetor em meio ao sangue ingerido.   

Assumindo que os inibidores do complemento podem proteger alguns 

patógenos, é razoável inferir que anticorpos do hospedeiro, dirigidos contra 

inibidores de complemento presentes na saliva e/ou no intestino de insetos 

hematófagos, inativando-os, podem prejudicar o desenvolvimento destes 

patógenos. Neste contexto, uma nova perspectiva se abre para a produção de 

vacinas direcionadas contra os inibidores do complemento, as quais poderiam 

interromper o ciclo biológico destes patógenos em seus respectivos vetores. 

Por outro lado, a ingestão sanguínea em um hospedeiro imunizado poderia 

ocasionar a morte destes insetos hematófagos, impedindo uma possível 

transmissão de patógenos a um novo hospedeiro.  
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6. CONCLUSÕES 

Os inibidores do sistema complemento presentes na saliva e ou no lúmen 

intestinal devem exercer um papel importante na proteção das células do trato 

digestivo de diferentes insetos hematófagos após o repasto sanguíneo. Neste 

trabalho foram estudadas moléculas presentes na saliva e no lúmen intestinal 

dos triatomíneos capazes de inibirem a atividade do sistema complemento, 

atuando contra as vias clássica e alternativa. Em insetos, como Aedes aegypti, 

que não apresentam inibidores do complemento em sua saliva, a atividade 

inibidora das duas vias do complemento ocorre ao nível do trato digestivo. A 

descoberta de moléculas inibidoras do complemento pode trazer novas 

perspectivas para a busca de medidas que possam interferir na biologia desses 

vetores, bem como, na transmissão de patógenos. 
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